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その糖鎖修飾系を改変する方法の開発と得られヒト型糖タンパク修飾酵素の遺伝子を酵母に導入して，本論文は，
た糖鎖修飾酵素の機能を解析した結果をまとめたもので，以下の 5 章から構成されている。
第 1 章では，本研究の背景として，生理機能上重要な細胞成分である糖タンパク質の糖鎖修飾に関する研究の現状
を総括することによって，多様な酵素による複雑な過程によって行われる糖鎖の変換がほ乳類動物と酵母など微生物
ヒト型糖鎖を有する酵素タンパクを酵母など微生物細胞を用いて生産する方法との間でどのように異なるかを示し，
の開発を目標として酵母にヒト型糖タンパク糖鎖修飾酵素を導入しようとする本研究の目的を示すとともに得られた
研究結果の概略について述べている。
第 2 章では， PCR 法を援用してヒト腎臓の Mang-mannosidase の遺伝子を分離し，当該遺伝子を活性画分N末端に
おける開始コドンと C末端に 6 ヒスチジン残基のコドンを加えて修飾することによって Escherichia coli での発現が
可能になり，得られた酵素タンパクを容易に精製できることを示した。さらに得られた酵素が MANgGlcNAc2 オリゴ
糖から 3 残基のマンノースを遊離し得ることを示している。
第 3 章では，微生物細胞を利用することによってヒト型の Mang-mannosidase を大量に生産し得ることを示すとと
もに，本酵素の詳細な機能解析をはじめて行い，本研究で得られたヒト型酵素がプタやウシの肝臓から得られた同種
クラス I の mannosidase に属することを明らかにしてい酵素と物理化学的ならびに生化学的性質が類似しており，
る。
ceγ. 第 4 章では，酵母のN結合型糖鎖修飾系改質の第一歩としてヒト腎臓 Mang-mannosidase をおccharomyces
evzszae にクローニングした。酵母内で発現された酵素タンパクをアブイニティクロマトグラフィにより部分精製し，
得られた酵素が， E. coli で発現したものと同様に MANgGlcNAc2 オリゴ糖から 3 残基のマンノースを遊離し得るこ
とを示している。また ， E. coli ならびに s. cerevisiae で得られた同酵素が基質特異性の面でもプタ肝臓の Mang-man-
nosidase と類似していることを明らかにしている。
第 5 章では，以上の結果を総括し，微生物細胞を用いるヒト型糖鎖を有するタンパクの多様的な合成を可能にする
技術の展開における第一歩として本研究の意義を明示しその発展について考察するとともに，生理学的に重要なヒト
型タンパクの大量生産に向けての今後の課題について述べている。
論文審査の結果の要旨
近年，糖タンパク質の生理的機能が注目されており，動物起源の糖タンパク質の微生物や植物の細胞を用いる大量
生産が考えられているが，生物種によって異なるタンパク質の糖鎖修飾に関する情報が十分とはいえない状況にあ
る。そこで，本論文は，多様な酵素による複雑な過程によって急行われる糖鎖の変換がほ乳類動物と細菌や酵母など微
生物との間でどのように異なるかを明らかにし，ヒト型糖鎖を有するタンパクを酵母など微生物細胞を用いて生産す
る方法の開発を目標として，ヒト型糖タンパク修飾酵素の遺伝子を酵母に導入して，その糖鎖修飾系を改変する方法
の開発と得られた糖鎖修飾酵素の機能解析を行った研究の結果をまとめたもので，以下に要約するようにいくつかの
新しい知見を得ている。
(1) 糖鎖修飾酵素の一つである Mang-mannosi dase の遺伝子を，ヒト腎臓より取得したのち，当該遺伝子を微生物
細胞内で発現させる方法について検討し，酵素タンパクの精製が容易にならしめるため C末端に 6 残基のヒス
チジン残基のコドンを加えるなど，活性画分の両端に修飾を加えて ， Escherichia coli・細胞で活性のある酵素タ
ンパクとして発現させている。このようにヒト型糖鎖修飾酵素遺伝子を微生物細胞で発現させ，酵素活性を確
認したことは新しい成果である。
(2) 上記の方法で得られたヒト型酵素タンパクについて，物理化学的ならびに生化学的諸性質を検討し，酵素の機
能解析を行い，他種動物から得られている同種酵素の諸性質と比較検討した結果，既知の動物由来酵素と類似
した性質を有することを確認している。これまで，ヒト型 Mang-mannosidase の性質は調べられておらず，こ
の研究によってはじめて，酵素学的諸性質が明らかとなり， mannosidase としての分類的位置づけが可能とな
った。
(3) E. co tz: 細胞での成果をもとに，ヒト腎臓由来の Man9一mannosidase 遺伝子を Saccharomyc凸、 cerevisiae で発現
させることに成功し，さらに得られた酵素タンパクの諸性質を検討し ， E. coli で得られたものと同様，動物組
織で得られている酵素と類似の性質が得られることを確認している。このように，糖タンパクを生合成し，糖
鎖修飾酵素系を有する微生物である S. cereviûae でヒト型の糖鎖修飾酵素を生合成させることを可能にした本
研究は，微生物細胞内でヒト型糖鎖ならびに新らしいタイプの糖鎖を合成することのできる新規糖鎖修飾系の
構築を可能にする技術の基盤を与えるものとして評価される。
以上のように，本論文は新らしい糖鎖修飾系開発に必要な基盤技術について価値ある知見を得ており，生物工学，
特に糖鎖工学ならび、に分子育種の分野に貢献するところが大きい。よって本論文は博士論文として価値あるものと認
める。
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